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1. INTRODUCCIÓN GENERAL 
El término “proteoma” fue acuñado por Marc Wilkins en 1994, para descri-
bir el conjunto de PROTeínas que están codificadas por un genOMA. De forma 
imperceptible, la palabra proteoma dio lugar a una nueva disciplina “la Proteómi-
ca”. La proteómica podría definirse como el conjunto de métodos que se usan 
para el análisis sistemático de las proteínas. Aunque por este hecho, podría pa-
recer que el estudio del proteoma es más bien reciente, realmente el estudio de 
las proteínas a gran escala puede remontarse varias décadas atrás. Todo co-
menzó cuando Patrik O´Farrell, en 1975, desarrolla una técnica que permitía 
separar las proteínas según dos parámetros independientes, la cual se converti-
ría, más adelante, en la técnica central del estudio proteómico. Nacía en ese 
momento  la electroforesis bidimensional de alta resolución (2-DE) (O´Farrell, 
1975).  
En la década de los ochenta, se desarrollaron mejoras que permitieron un 
manejo más fácil y más rápido de la técnica mejorando así su reproducibilidad, lo 
que permitió la comparación de resultados entre laboratorios (Bjellqvist et al., 
1982). Gracias a estos avances, se empezaba a pensar en las grandes posibili-
dades que esta técnica podría otorgar a la comunidad científica. En la década de 
los noventa, surgió un importante avance comparable al desarrollo de la electro-
foresis bidimensional, se logró la ionización suave de las proteínas sin llegar a 
romperlas. Este hecho conllevó al desarrollo de la Espectrometría de Masas, que 
surge como un método analítico muy poderoso, ya que elimina la mayoría de las 
limitaciones del análisis de identificación de las proteínas (Hamdan & Righetti, 
2005).  
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Hasta hace poco, nos encontrábamos ante la “gran explosión” de la pro-
teómica. En este tiempo se desarrollaron nuevas estrategias y técnicas para el 
estudio sistemático de las proteínas. Cada año se mejoraba, lo que existía ante-
riormente y se desarrollaban nuevos métodos de análisis (Figura 1). Gracias a 
toda esta revolución, la proteómica ha pasado de describir únicamente la abun-
dancia de las proteínas contenidas en las células a intentar identificar las posi-
bles isoformas, las modificaciones post-traduccionales de las proteínas, las in-
teracciones entre ellas, su descripción estructural y los complejos que forman por 
asociación. 
 
Después de que se definiera el término proteoma, se han hecho puntualizacio-
nes más precisas quedando definido esté como: un conjunto de proteínas que se 
expresan en un compartimento celular dado (sea célula, tejido, órgano o fluidos 
corporales) en un momento determinado, bajo unas condiciones particulares. 
Esto es debido a que el proteoma, a diferencia del genoma, es un elemento al-
tamente dinámico (Figura 2).  La expresión proteica varía como consecuencia de 
factores ambientales, estado fisiológico, del desarrollo, situaciones de estrés, 
efectores o señales bioquímicas etc… La  activación o supresión de genes, las 
modificaciones post-transcripcionales entre otros factores, incrementan enorme-
mente la complejidad del proteoma. Así, es necesario hablar de proteoma de 




expresión. De esta forma, a partir de un único genoma  se pueden expresar mul-
titud de proteomas (Figura 2). 
 
Fig. 2 Mecanismos por los que un gen puede dar lugar a múltimples productos genéticos. 
2. GENÓMICA VERSUS PROTEÓMICA 
El campo de la genómica engloba muchas tecnologías diferentes. Todas 
ellas están relacionadas de alguna manera con la información contenida en las 
células, en otras palabras, su ADN. Los estudios de genética de expresión pue-
den abordarse mediante estrategias genómicas (basadas en los ácidos nuclei-
cos) o mediante estrategias proteómicas (basadas en las proteínas). La genómi-
ca ha entrado en el estudio de su fase funcional gracias al desarrollo de diversas 
tecnologías como los microarrays y las sondas de genes, tecnologías que pue-
den utilizarse para detectar la actividad genética gracias al estudio del ARNm 
(Debouck et al., 1999). Sin embargo, estos datos ofrecen una visión limitada 
cuando se intenta comprender de una forma global los procesos celulares como 
el desarrollo, la fisiología o las enfermedades. En la genómica, la función del gen 
es inferida más que demostrada, debido a que la genómica se concentra en es-
tudiar los genes, los “vehículos” que portan la información, en lugar de estudiar el 
producto final, las proteínas (Bermúdez-Crespo & López, 2007a). Para muchos 
investigadores, el genoma se puede considerar como un mapa o un plano del 
organismo, realmente estas dos definiciones hacen pensar en un sistema estáti-
co, con imposibilidad de cambios. Una mejor definición que sugiere un sistema 
dinámico sería definir el genoma como una receta, en la que según se vayan 
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realizando pequeños cambios en la forma de elaborar el plato, el resultado final 
puede ser completamente diferente al esperado. La regulación de la expresión 
génica sería la encargada de añadir o eliminar ingredientes o modificar las canti-
dades de cada alimento de la receta, dando lugar a un producto acabado dife-
rente cada vez que algún paso de la elaboración de la receta se modifica. Pues 
lo mismo pasa con la expresión de los genes donde la regulación transcripcional, 
el procesamiento de intrones, la regulación traduccional y post-traduccional in-
troducen variables que modifican el producto final del proceso, las proteínas.  
El genoma es un ente de una complejidad abrumadora, y todavía estamos 
comenzando a entender tal complejidad. ¿Qué papel ejercen las secuencias no 
codificantes?, ¿Y, las secuencias repetitivas?.  Por otro lado, se ha empezado a 
comprender que los genomas de las diferentes clases de seres vivos tiene una 
organización diferente. Así, el genoma de plantas, anfibios y reptiles tiene un 
número muy superior de genes que los mamíferos. ¿A qué se debe esto?, ¿No 
deberían ser, entonces, organismos “superiores” a los mamíferos?. La respuesta 
a estas preguntas reside en la complejidad del genoma y no en el número de 
genes. Por lo que se conoce hasta ahora, los seres vivos con  un número muy 
elevado de genes, han optado por un estrategia de organización del genoma de 
duplicación de genes, mientras que los mamíferos optaron por introducir elemen-
tos reguladores complejos en su genoma, como la reorganización del ADN, meti-
lación, condensación/descondensación de la cromatina y un largo etcétera de 
mecanismos reguladores. 
Debido a esta elevada complejidad en la regulación de la expresión génica, 
los investigadores centraron su atención en el estudio del ARNm, abriéndose un 
vasto campo sobre el estudio de que ARNm estaban presentes en una célula, 
tejido u organismo en un momento dado. Los investigadores no tardaron mucho 
tiempo en darse cuenta que el estudio del ARNm de forma aislada solo propor-
cionaba una visión limitada de la expresión génica ya que no tenía en cuenta los 
procesos reguladores que se producían en las etapas post-traduccionales como 
la edición del ARNm y su traducción a proteína (Agaton et al., 2004). Además, 
otros procesos paralelos como la regulación por el ARN de interferencia (ARNi) o 
la vida media del ARN añaden todavía más complejidad al estudio del ARNm.  
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Por otra parte se ha demostrado que existe una baja correlación entre la canti-
dad de ARNm y la cantidad de la proteína que este ARN codifica. Así, se demos-
tró que para los mismo niveles de ARNm de dos proteínas diferentes, las dife-
rencias en cantidad de proteína entre estas dos proteínas podían llegar a ser de 
30 veces, y viceversa, cantidades similares de dos proteínas diferentes divergían 
en más de 30 veces en su cantidad de ARNm (Anderson & Seilhamer, 1997; 
Gygi et al., 1999). Si además de esto, se introducen también los procesos de 
modificación post-traduccional de las proteínas, la escisión de péptidos y las mo-
dificaciones covalentes es fácil entender que la aproximación a nivel de estudio 
del ARNm no sea válida si se pretende estudiar los procesos celulares de forma 
global. Por último cabe destacar la relevancia de la proteólisis y los mecanismos 
de degradación de las proteínas como importante mecanismo de control de los 
procesos biológicos mediante la hidrólisis específica de los enlaces peptídicos 
(López-Otín & Overall, 2002). Las proteasas regulan el destino y la actividad de 
las proteínas gracias a su capacidad de catalizar reacciones hidrolíticas de forma 
irreversible. Estas enzimas juegan papeles relevantes en diversas enfermedades 
como artritis, enfermedades cardiovasculares, desórdenes neurodegenerativos y 
en el cáncer. 
La primera fase del proyecto de secuenciación del genoma humano se 
presentó en el año  2003 (Collins et al., 2003). Desde entonces, la comunidad 
científica se ha dado cuenta de que el organismo en términos científicos, es mu-
cho más complejo  de lo que indica el análisis del material genético de forma 
aislada. En estos momentos parece que el número de genes humanos ronda los 
30.000 genes (Antonarakis, 2010), pero no existe ningún consenso ni ninguna 
aproximación sobre el posible número de proteínas. Incluso si se tuviesen en 
cuenta todas las posibles modificaciones que podrían darse en cada una de las 
proteínas, no se puede descartar que el número de proteínas individuales po-
drías estar cercano al infinito. Tampoco se debe olvidar que las proteínas no 
funcionan individualmente, sino que forman complejos mediante interacciones 
específicas entre ellas, además el proteoma tiene un comportamiento altamente 
dinámico ya que varía según las diversas condiciones fisiológicas (estrés, enfer-
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medad) o el tipo de célula. Incluso, según el momento dado en el que se en-
cuentra una misma célula, ésta expresará unas u otras proteínas. 
Las proteínas son el verdadero motor de las células. El estudio de las pro-
teínas nos abre una nueva visión retrospectiva de cómo entender los procesos 
celulares ya que, el conocimiento básico de la expresión y función proteica es 
esencial para conseguir una visión completa de los procesos biológicos. 
Por lo tanto podemos decir que la proteómica ejerce un papel importantí-
simo en el estudio  de los factores que influyen en la regulación de la expresión 
génica y que no están directamente determinados por la secuencia del ADN.  
En la figura 3 se representa un esquema de las relaciones que existen en-
tre la genómica y la proteómica. 
 
 Fig. 3 Esquema sobre la posible integración de un análisis genómico y proteómico.
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3. METODOLOGÍA PROTEÓMICA 
La metodología proteómica incluye todas aquellas técnicas que se utilizan 
en el estudio sistemático del proteoma. 
A pesar de la inmensa complejidad de los procesos biológicos y de la can-
tidad de proteínas existentes, la metodología proteómica actual hace posible que 
se descubran nuevas proteínas asociadas a procesos celulares normales, o pro-
teínas relacionadas con la adaptación de los organismos/células a condiciones 
fisiológicas/ambientales cambiantes. Así, se han descubierto nuevas proteínas 
implicadas en el buen funcionamiento de las cascadas de señalización (García, 
2006), en la mitosis (Roberts et al., 2006), como también proteínas relacionadas 
con enfermedades humanas (Bermúdez-Crespo & López., 2007a; Meyer & Stüh-
ler., 2007), cambios fisiológicos por adaptación ambiental en plantas (Qureshi et 
al., 2007)  o proteínas  de virulencia en microorganismos (Sikora et al., 2011). 
El análisis global de proteínas utilizando metodologías proteómicas tam-
bién tiene sus limitaciones y retos. La principal limitación y reto proviene de todo 
lo dicho anteriormente, la enorme complejidad del proteoma. La complejidad del 
proteoma supera con creces la capacidad resolutiva de las técnicas proteómicas 
actuales, requiriéndose métodos de pre-fraccionamiento o sub-fraccionamiento 
del proteoma para disminuir su complejidad.  
Por ejemplo, un organismo unicelular, o un única celular de cualquier tipo 
celular, contiene proteínas de baja abundancia que pueden estar presentes en 
menos de 100 copias por célula, mientras que las proteínas más abundantes de 
esa misma célula pueden alcanzar las cien millones de copias por célula. Esto 
genera un rango dinámico de 106 , pudiendo llegar a 1012 en los fluidos corpora-
les como plasma o suero, mientras que las tecnologías proteómicas tiene un 
rango dinámico de detección que oscila entre 103-104 (Anderson & Anderson, 
2002; Corthals et al., 2000). 
El paso clave de cualquier análisis proteómico es la selección y  prepara-
ción de la muestra (Westermeier & Naven, 2002). Hay que tener en cuenta que 
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cada tejido ya sea de cualquier especie suele tener una gran heterogeneidad de 
tipos celulares, lo cual puede ser problemático si el tipo celular de estudio está 
en baja proporción (Figura 4). Además se debe tener especial cuidado a la hora 
de preparar la muestras, ya que las proteasas actúan muy rápidamente y pueden 
comenzar a degradar el tejido parcialmente en poco tiempo. 
 
Fig. 4. Representación esquemática de la importancia de una buena preparación de la muestra. 
3.1. Electroforesis bidimensional de alta resolución (2-DE) 
La tecnología más utilizada para la separación de proteínas es la electrofo-
resis bidimensional de alta resolución en geles de poliacrilamida (2-DE). Fue 
introducida en la década de los setenta y hasta el momento es la técnica más 
eficaz y reproducible para resolver mezclas complejas de proteínas.   
La electroforesis bidimensional de alta resolución permite separar hasta 
miles de proteínas en un sólo experimento, y constituye actualmente el método 
más eficiente para la separación de mezclas muy complejas de proteínas. Esta 
INTRODUCCIÓN 
25 
técnica fue desarrollada por O´Farrell en 1975 (O´Farrell, 1975). La técnica, re-
suelve el problema de los geles monodimensionales porque se basa en la sepa-
ración de las proteínas en función de la carga (primera dimensión), seguida de 
una separación de las proteínas en función de la masa molecular (segunda di-
mensión). La separación de la primera dimensión se realiza mediante isoelectro-
enfoque. En él, las proteínas desnaturalizadas son separadas en un gradiente de 
pH hasta alcanzar su punto isoeléctrico (pI).  Esta etapa, en sus inicios, estaba 
basada en gradientes de pH preparados con transportadores libres carrier 
ampholites, los cuales creaban un gradiente de pH inestable limitando la repro-
ducibilidad de los geles entre los laboratorios. Por ello, una de las innovaciones 
clave en isoelectroenfoque fue el desarrollo de geles con gradientes inmoviliza-
dos de pH (IPGs) (Bjellqvist et al., 1982). La segunda dimensión es de una sepa-
ración convencional por tamaño (SDS-PAGE). 
Una vez separadas las proteínas es necesario detectarlas o visualizarlas 
para su posterior análisis. Los métodos para la visualización de las proteínas 
consisten en una tinción de las mismas con diferentes componentes. Existen 
varios tipos de tinciones, todos estandarizados. Los métodos más usados para la 
tinción de las proteínas son: la tinción de plata (Nesterenko et al., 1994), 
Coomassie –blue (Neuhoff et al., 1988) y compuestos fluorescentes (Patton, 
2000). 
El aplicar una u otra tinción está normalmente determinado por la posibili-
dad de una evaluación cuantitativa o semi-cuantitativa de la expresión de las 
proteínas al comparar dos o más geles, o si basta con una comparación cualita-
tiva entre ellos. Por ejemplo, la tinción de plata no es un método cuantitativo. Su 
combinación con glutaraldehído hace posible una evaluación semi-cuantitativa, 
pero el glutaraldehído fija de una manera muy fuerte e irreversible las proteínas 
al gel. Esta fijación impide una extracción eficiente de las mismas y su posterior 
digestión por proteasas. Estos impedimentos hace esta tinción incompatible con 
cualquier análisis posterior (Shevchenko et al., 1996).  
Por el contrario, la tinción con Coomassie es un método cuantitativo y cua-
litativo, de bajo coste y fácil de usar. Aunque su umbral sensibilidad es menor 
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que el de la tinción de plata y las glucoproteínas no se tiñen adecuadamente 
(Goldberg et al., 1988), nos permite usar la espectrometría de masas para la  
posterior identificación de las proteínas. 
Debido a las limitaciones de la tinción de Coomassie, en términos de 
sensibilidad, y  las complicaciones derivadas de la tinción de plata en términos 
de baja reproducibilidad e incompatibilidad con el método de identificación pro-
teica, se han desarrollado tinciones basadas en compuestos fluorescentes 
(Patton, 2000). Entre estos métodos cabe destacar el Sypro Ruby®, Molecular 
Probes (Figura 6). La tinción Sypro Ruby se basa en el uso de una molécula 
fluorescente muy sensible, que tiene dos picos de excitación a 280 y 450nm y 
un pico de emisión a 610 nm, por lo que se requiere de aparatos específicos 
para su utilización. La tinción Sypro Ruby tiene una sensibilidad similar a la 
plata pero la supera en términos de rango dinámico de detección. Esto permite 
poder detectar y cuantificar sutiles diferencias de cantidades de proteínas, y las 
proteínas menos abundantes pueden ser visualizadas en el gel (López et al., 
2000).  A esta ventaja se le une la característica de  que permite una análisis 
cuantitativo muy preciso y fiable, superando la precisión en términos de cuanti-
ficación de la tinción de Coomassie y ampliamente la precisión de cuantifica-
ción de la tinción de plata. 
Los geles siempre deben digitalizarse mediante una foto con una cáma-
ra CCD o mediante un escáner en un densitómetro. La imagen digital se pro-
cesa con un software específico (PDQuest, Delta2D, SameSpots, REDFIN). 
En la figura 5 se resumen de forma visual los diversos pasos que deben se-





3.2. Espectrometría de masas. 
El auge de la electroforesis bidimensional en concreto y de la proteómica 
en general,  no podría entenderse sin el espectacular desarrollo que ha sufrido la 
espectrometría de masas en las últimas décadas. Esto se debe a que las proteí-
nas de interés detectadas en los geles dimensionales deben ser posteriormente 
identificadas para que el estudio cobre sentido. 
Las proteínas pueden ser identificadas por diversos procedimientos, entre 
los que se incluyen la secuenciación del extremo terminal (secuenciación Ed-
man), composición de aminoácidos o detección con anticuerpos específicos. 
Todos estos métodos son lentos, laboriosos o caros, y por lo tanto su utilización 
no resulta apropiada para estudios proteómicos dónde se deben identificar de 
decenas a cientos de proteínas en un breve período de tiempo.  Por ello, debido 
a su rapidez y elevada sensibilidad, la espectrometría de masas se ha convertido 
en el método de elección para la identificación de las proteínas a gran escala 
(Gevaert & Vandekerckhave, 2000; Yates, 2000). Además, también permite la 
Fig. 5 Resumen visual de los pasos necesarios para realizar un estudio mediante 
electroforesis bidimensional
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caracterización de las modificaciones post-traduccionales, las que, como ya se 
ha mencionado anteriormente, tienen una elevada relevancia fisiológica.  
El análisis de las proteínas mediante espectrometría de masas ha sido po-
sible gracias al desarrollo de varios métodos de ionización suave de las proteí-
nas, con lo que se consigue dotar a las proteínas de una sola carga positiva sin 
llegar a romperlas o destruirlas. 
Los espectrómetros de masas están formados al menos por una fuente de 
iones, un analizador de masas y un detector que mide la relación masa/carga 
(m/z) de los iones en fase gaseosa. 
Para analizar las proteínas, éstas deben ser convertidas en péptidos me-
diante proteólisis, generalmente con tripsina, una enzima peptidasa que rompe 
los enlaces peptídicos de las  proteínas mediante hidrólisis  para formar péptidos 
de menor tamaño. 
El análisis por espectrometría de masas implica: 
 La conversión de los péptidos en iones en fase gaseosa mediante técni-
cas de ionización suave, como ionización deserción con láser asistida 
con matriz (MALDI) a partir de una muestra en estado sólido, o la ioni-
zación mediante electrospray (ESI) de una muestra en solución. 
  Separación de los iones según su m/z en un analizador de masas. 
 Fragmentación opcional de algunos de los iones peptídicos. 
 Medida de las masas en un detector, obteniendo el espectro de masas 
para proceder a la identificación de la proteína en las bases de datos. 
Aunque se han desarrollado diversas combinaciones de fuente de ioniza-
ción y de analizadores de masas, la fuente de MALDI se suele acoplar a un ana-
lizador tipo TOF (Time Of Flight) o a dos TOF en tándem, mientras que la ioniza-




Para la identificación de las proteínas se han desarrollado dos estrategias: 
 Identificación mediante huella peptídica o mapeo peptídico utilizando un 
espectrómetro tipo MALDI-TOF. De forma abreviada a este tipo de aná-
lisis se le denomina análisis de masas (MS). 
 Identificación mediante fragmentación de péptidos obteniendo la se-
cuencia total o parcial de los aminoácidos utilizando un espectrómetro 
de masas en tándem. A este método se le denomina de forma abrevia-
da masas/masas (MS/MS). 
3.3. Cromatografía multidimensional 
Para no tener las limitaciones asociadas a los geles en la separación y ca-
racterización de las proteínas, se han llevado a cabo otras aproximaciones pro-
teómicas utilizando cromatografía bidimensional. Los investigadores se han de-
cantado por la cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) en tándem. Esta 
técnica permite la separación y cuantificación de proteínas. La HPLC en tándem 
combina dos tipos diferentes de cromatografía mediante la conexión de dos co-
lumnas. Habitualmente la primera columna es de cambio iónico, separación por 
carga, y la segunda de fase inversa, separación por hidrofobicidad (Walters et 
al., 2001). Aunque este sistema permite la separación de proteínas y péptidos 
indistintamente, se ha observado un mayor rendimiento en la separación de pép-
tidos que en la separación de proteínas. Por ello, una vez solubilizada la mues-
tra, el conjunto de las proteínas se digiere con proteasas (habitualmente tripsi-
na), produciéndose una mezcla compleja de péptidos que son separados en el 
HPLC. Entre las ventajas que ofrecen estos métodos respecto a la electroforesis 
bidimensional se encuentran una mayor capacidad de carga de muestra, lo cual 
es importante en el estudio de las proteínas poco abundantes, un mayor rango 
dinámico de detección y la posibilidad de automatización (Walters et al., 2001). 
Los métodos de shotgun proteomics deben ir precedidos de un marcaje de 
las proteínas con isotopos estables para poder cuantificar las cambios de expre-
sión de las proteínas de las   muestras estudiadas. El método más utilizado para 
realizar este tipo de marcaje  es el método iTRAQ (Isobaric Tags for Relative and 
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Absolute Quantification, Applied Biosystems) (Ross et al., 2004). Es método con-
siste en la unión covalente del reactivo iTRAQ con el extremo N-terminal de los 
péptidos generados por la digestión de las proteínas de la muestra a comparar. 
Existen hasta 8 reactivos iTRAQ diferentes lo que permiten poder analizar 8 
muestras en un mismo experimento. Una vez se ha producido la unión covalen-
te, los péptidos marcados con el reactivo iTRAQ de las muestras se mezclan y 
se procesan en un HPLC y se analizan mediante espectrometría de masas en 
tándem (MS/MS). La fragmentación de los péptidos se utiliza para realizar la 
búsqueda del péptido concreto mientras que la presencia del reactivo iTRAQ 
permite la cuantificación relativa del péptido. 
Aunque existen otras técnicas utilizadas en el campo de la proteómica, és-
tas están fuera del ámbito de esta introducción, la cual no pretende ser una in-
troducción exhaustiva sobre todas las metodologías existentes, sino describir de 
forma breve y concisa las metodologías más ampliamente utilizadas en el campo 
de la proteómica hasta la fecha. En el segundo capítulo de esta Tesis Doctoral 
pueden encontrarse dos publicaciones que abarcan de una forma más detallada 
los aspectos relacionados con la proteómica en general (Bermúdez-Crespo & 
López, 2007b) y con la electroforesis bidimensional en particular (Bermúdez-
Crespo & López, 2007a). 
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4. APLICACIONES PROTEÓMICAS 
Los estudios proteómicos se realizan cuando se quieren estudiar los cam-
bios en los niveles de expresión proteica, a gran escala, en dos o más condicio-
nes diferentes pero definidas. Estos estudios pueden tener una hipótesis prees-
tablecida o se pueden llevarse a cabo sin que exista ningún tipo de hipótesis 
previa en el estudio. Es en este segundo caso, en el cual no se ha establecido 
ninguna hipótesis previa, donde la proteómica aventaja a otras técnicas de de-
terminación de la expresión proteica como la electroforesis SDS-PAGE conven-
cional o el Western blot. 
Son muchos y muy diversos los campos de la ciencia que se han ayudado 
de las técnicas proteómicas para dilucidar nuevas hipótesis que nunca hubiesen 
podido (o hubiesen llevado mucho más tiempo) ser planteadas utilizando las 
técnicas de biología molecular convencional.  Por ello, la metodología proteómi-
ca se ha utilizado para realizar investigaciones en campos tan diferentes como: 
Ciencia de la Salud: 
 Las metodologías proteómicas han sido ampliamente utilizada en el 
campo de la salud. Prácticamente todas las disciplinas dentro de la me-
dicina han utilizado las técnicas proteómicas para estudiar las enferme-
dades a nivel de expresión proteica global. Debido a la gran demanda 
de conocimiento sobre las posibilidades de las técnicas proteómicas en 
el campo de la salud durante la realización de esta tesis, se han publi-
cado dos revisiones sobre el impacto de la proteómica en general (Ber-
múdez-Crespo & López, 2007a) y de la electroforesis bidimensional en 
particular (Bermúdez-Crespo & López, 2007b) en el estudio de las en-
fermedades humanas (Ver Capítulo 1 de la presente Tesis Doctoral). 
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Microbiología: 
 Taxonomía bacteriana (identificación de la proximidad entre cepas 
cuando su análisis filogenético por ADN es pobre debido a la ausencia 
de base de datos de ADN) (Balboa et al., 2011; Dopson et al., 2004) 
 Identificación de las proteínas que confieren virulencia a una cepa bac-
teriana (Kuboniwa et al., 2012; Malmström et al., 2011) 
 Estudio masivo de la expresión proteica de un microorganismo cuando 
existe poca o muy poca información de la misma a nivel ADN (realiza-
ción de reference maps bacterianos) (Bermúdez-Crespo et al., 2012; 
Coelho et al., 2004) 
Botánica y  Fisiología vegetal: 
 Estudios de ecotoxicología (estudio de los cambios de la expresión de 
proteínas involucradas en la respuesta toxicológica para utilizarlas como 
biomarcadores) (Boquete et al., 2013; Lingua et al., 2012) 
 Estudios proteómicos del polen, endosperma, amiloplástos, cloroplastos 
etc.. (Dai et al., 2007; Peltier et al., 2000) 
 Estudios proteómicos sobre la simbiosis Planta-microorganismo (Kha-
toon et al., 2012; Barneah et al., 2006) 
 Estudios de expresión proteica entre diferentes variedades de una mis-
ma planta de una misma planta. (De la Fuente et al., 2011) 
El problema más común que existe al utilizar las técnicas proteómicas co-
mo herramienta principal de análisis es que los estudios no suelen pasar a un 
siguiente nivel de investigación. En resumen, se realiza el análisis proteómico, se 
encuentran unas proteínas que tiene su expresión alterada entre las condiciones 
estudias, se confirma la diferencia de expresión de alguna de ellas, normalmente 
de 2 o 3 proteínas por Western blot, se realiza una búsqueda bibliográfica en la 
que estén implicadas la mayoría de estas proteínas y se postula un hipótesis 
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conforme a la información encontrada en la bibliografía que casi nunca es vali-
dada por otro métodos.  
Esta forma de trabajar es válida siempre que se trate de estudios descripti-
vos como los reference maps mencionados en el campo de la microbiología o los 
estudios taxonómicos en general. Pero cuando se realizan estudios comparati-
vos en los que se quiere llegar encontrar el origen de la problemática planteada 
en el estudio, es necesario plantear y realizar más estudios posteriores para con-
firmar la hipótesis generada a partir de los resultados de los estudios proteómi-
cos. Por ello la proteómica, en estos estudios, debería ser una herramienta que 
hace de “puerta de entrada” hacia un “mundo desconocido”, generando unos 
conocimientos sobre ese mundo que sirven de guía para plantear nuevas hipó-
tesis previamente desconocidas. Hipótesis que deben ser validadas mediante 









El objetivo principal de esta Tesis ha sido el diseño e implementación de 
una metodología común para el estudio del proteoma de cualquier organismo 
mediante la electroforesis bidimensional de una forma precisa, reproducible y 
eficaz, desde la recepción de las muestras hasta su análisis posterior mediante 
un software específico para dicho fin.  
Este objetivo se ha llevado a cabo mediante la aplicación de la electrofore-
sis bidimensional en diversos grupos taxonómicos utilizando un buffer de extrac-
ción de proteínas común para todos los estudios:  
- Bacteria: Vibrio tapetis 
- Planta: Briofitos (Pseudoscleropodium purum) 
 
- Mamíferos: Ratón (Mus musculus) 
 
Dentro del estudio de cada grupo taxonómico se persiguieron diferentes 
objetivos secundarios.  
1. Objetivos del estudio en Vibrio tapetis: 
Obtención del primer mapa proteómico de referencia de las dos cepas más 
importantes de Vibrio tapetis implicadas en la enfermedad del Anillo Marrón que 
afecta a almejas, para poder conocer y estudiar las similitudes y diferencias de 
estas dos cepas a nivel proteico.  
2. Objetivos del estudio en Pseudoscleropodium purum: 
Obtención de evidencias sobre la adaptación fisiológica del musgo a la 
contaminación atmosférica, mediante el estudio de alteraciones proteicas en 
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trasplantes cruzados de musgos entre zonas libres de contaminación y zonas 
con contaminación atmosférica. 
3. Objetivos del estudio en Mus musculus: 
Aplicación de la electroforesis bidimensional como vía de entrada en el es-
tudio de función del gen pitx2 durante el desarrollo cardiaco, mediante la bús-
queda de proteínas alteradas en los corazones adultos de ratón debidas a la 
inhibición del gen pitx2 durante el desarrollo cardiaco fetal.  
Durante la realización de esta tesis se publicaron dos artículos de revisión 
del estado de la metodología. Estas publicaciones son la consecuencia del inte-
so estudio y revisión de la metodología existente para la puesta a punto y aplica-
ción de la eletroforesis bidimensional en las especies anteriormente menciona-
das. En el Capítulo 1 se incluyen una copia de estas dos publicaciones  para 





Possibilities of Two-Dimensional Gel Electrophoresis in the Understanding 
of Human Disease 
José Bermúdez-Crespo and José Luis López*
Department of Genetics, Faculty of Biology, University of Santiago de Compostela. 15782 Santiago de Compostela, 
Spain 
Abstract: Because of the multifactorial nature of many diseases, two-dimensional electrophoresis is a basic proteomics 
tool for its ability of simultaneously detecting post-and co-translational modifications, which cannot be predicted from 
genome sequences. 
This review describes the central role of proteomics tool, two-dimensional electrophoresis for clinical biomarker discov-
ery, the identification of prognostic and diagnostic markers, their use in monitoring the effects of drug treatments and 
eventually finding more efficient and safer therapeutics for a wide range of pathologies. 
Key Words: Proteomics, two-dimensional electrophoresis, biomarker discovery, drug discovery, clinical applications. 
http://benthamscience.com/journal/abstracts.php?journalID=cp&articleID=92438
CAPÍTULO 1
A better understanding of molecular mechanisms
underlying human disease
José Bermúdez-Crespo and José Luis López
Department of Genetics, Faculty of Biology, University of Santiago de Compostela,
Santiago de Compostela, Spain
This review summarises and discusses the degree to which proteomics is contributing to medical
care, providing examples and signspots for future directions. Why do genomic approaches pro-
vide a limited view of gene expression? Because of the multifactorial nature of many diseases,
proteomics enables us to understand the molecular basis of disease, not only at the organism,
whole-cell or tissue levels, but also in subcellular structures, protein complexes and biological
fluids. The application of proteomics in medicine is expected to have a major impact by providing
an integrated view of individual disease processes. This review describes several proteomic plat-
forms and examines the role of proteomics as a tool for clinical biomarker discovery, the identi-
fication of prognostic and earlier diagnostic markers, their use in monitoring the effects of drug
treatments and eventually find more efficient and safer therapeutics for a wide range of pathol-
ogies.
Keywords:
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Aims: Vibrio tapetis is the etiological agent of brown ring disease (BRD) in
clams, one of the most threatening diseases affecting this commercially impor-
tant bivalve. In this study we have constructed a proteome reference map of
the V. tapetis type strain CECT 4600T.
Methods and Results: Eighty-two proteins, consistently present in all 2D-gels,
were identified by mass spectrometry or by de novo sequencing. The majority of
the proteins identified (66%) belonged to four COG categories: ‘Carbohydrate
transport and metabolism’, ‘Post-translational modification, protein turnover
and chaperones’, ‘Energy production’, and ‘Amino acid transport and metabo-
lism’. Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, enolase, fructose-bispho-
sphate aldolase, phosphoglycerate kinase. molecular chaperones Dnak and
GroEL, alkyl hydroperoxide reductase, peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B and
factor Tu, were identified among the 20 most abundant proteins. A comparison
of this reference map with that obtained for the V. tapetis strain GR0202RD, with
different origin and pathophysiological characteristics, was performed.
Conclusions: Under the culture conditions employed in this study, glucose
degradation is one of the major pathways for energy production in Vibrio tape-
tis. In addition, the two strains studied, although with remarkable differences
at genetic and pathophysiological levels, showed a high similarity under labora-
tory conditions.
Significance and Impact of the Study: The results obtained here can be consid-
ered as a first step to gather valuable information on protein expression, related
not only to diverse cellular functions and regulation but also to pathogenesis






Assessing the effects of heavy metal contamination
on the proteome of the moss Pseudoscleropodium purum
cross-transplanted between different areas
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Abstract Protein expression was assessed in samples of Pseudoscleropodium purum cross-transplanted between one 
unpolluted (UNP) and two polluted (POLL) sites. Firstly, the level of expression (LE) of 17 proteins differed between native 
mosses from both types of sites, but differences were only maintained throughout the experiment for 5 of them. The LE of 
these five proteins changed over time in mosses transplanted from UNP to POLL and vice versa, becoming 
similar to that in autotransplants. However, these changes occurred slower than changes in the heavy metal concentra-
tions measured in the same samples, and therefore they were not related to atmospheric pollution. Although the proteins 
identified were associated with moss metabolism, the expected growth reduction in samples autotransplanted within 
POLL (as a result of the down-regulation of photosynthesis-related proteins), did not occur. This supports the hypothesis 
that mosses growing in polluted areas adapt to heavy metal pollution and are able to reduce/overcome their toxic effects 
(i.e., reduced growth). Nevertheless, further specific research must be carried out to identify the proteins involved in this 
type of response, as lack of information on the bryophyte genome precludes us from reaching further conclusions.
Keywords Air quality . Passive biomonitoring . Terrestrial 
mosses . Proteomics . Heavy metals . Adaptation
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El estudio incluido en el Capítulo 4  aún no ha sido enviado para publicación. Se 
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Abstract  
The heart is the first embryonic organ to display morphologic asymmetry during development. 
Pitx2 is a homeobox transcription factor involved in left–right signaling during embryogenesis. 
Loss of Pitx2 expression in LPM results in severe cardiac malformations, including right cardiac 
isomerism.  
Recents genomic and functional studies in mice and humans strongly implicate Pitx2 as an ups-
tream regulator of pro-arrhythmogenic events providing evidences about the role of the homeobox 
transcription factor PITX2 in the genesis of atrial arrhythmias. However, the role of Pitx2 in the 
developing fetal and adult ventricle is poorly understood. In this work we show for the first time 
that a ventricular chamber-especific Pitx2 insuffiency leads to cardiac disfunction providing new 
knowledge about the link between Pitx2 insufficiency and cardiac remodeling. This hypothesis is 
supported by the identification of expression alterations in many proteins implicated in cardiac 
metabolism by a proteomic approach. Besides, we have found an overexpression of GLUT-1 and a 
dramatically inhibition of PPARα mRNAs suggesting a shift of energy substrate preference from 
fatty acid to glucose oxidation as occurs in left ventricular dysfunction and ischemic cardiomyo-
pathy. Quantification of heart capillar density has demostrated that adult null heart are more capi-
llarized than control mice suggesting a existence of previous neoangiogenesis as mechanism to 
counteract past ischemic events. 
The combination of these findings suggest that ventricular chamber-specific Pitx2 insufficiency 





Pitx2 is a member of the bicoid family of 
homeodomain that plays a pivotal role in the 
left-right determination, downstream of nod-
al/lefty signalling pathway (Burdine and 
Schier, 2000).  Molecular studies have 
demonstrated that Pitx2 is expressed as sev-
eral isoforms, Pitx2a and Pitx2b are generat-
ed by alternative splicing mechanisms, 
whereas Pix2c uses an alternative promoter 
upstream of exon 4 (Schweickert et al. 2000). 
The role of Pitx2 during heart development 
has been studied extensively. Pitx2 expres-
sion starts early in the development and is 
confined to the left of the embryo. With fur-
ther development, it continues restricted to 
the left side in different organs as the heart, 
where it expression is maintained inclusive in 
the adult heart. (Schweickert et al. 2000; 
Campione et al. 2001). Pitx2abc-/- mice dis-
play early embryonic lethality with severe 
cardiac malformations (Kitamura et al. 1999; 
Gage et al. 1999). Isoform-specific deletion 
of Pitx2c has similar cardiac malformations 
as those from Pitx2abc-/- mice, suggestion 
that among these three isoforms, Pix2c is the 
major isoform during cardiogenesis 
[Schweickert et al. 2000; Liu et al. 2001]. 
In contrast, the role of Pitx2 in foetal and 
adult heart is far from being elucidated. Re-
cently independent studies have suggested 
new roles for Pitx2 in the adult heart (Gud-
bjartsson et al. 2007; Kääb et al. 2009). Gud-
bjartsson et al. firstly reported a genetic vari-
ant on chromosome 4q25 that associates with 
atrial fibrillation (AF). PITX2 gene is the 
closer gene to this region where the genetic 
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variant has been detected. These studies do 
not provide any experimental evidence that 
links regulation of PITX2 expression /activity 
to the risk variants, but recent studies has 
elucidated consistent evidences of PITX2 
implication in AF (Wang et al. 2010, Kirch-
hof et al. 2011). Besides, our group has 
demonstrated that Pitx2c expression is sig-
nificantly decreased in human patients with 
sustained AF, and that chamber specific 
deletion of Pitx2 in mice atria conduces to 
electrophysiological alterations (Chinchilla 
et al. 2011) 
Although there are some studies which fo-
cused in the role of Pitx2 in adult atria and 
are elucidating its function, the role of Pitx2 
in the developing foetal and adult ventricle 
remain elusive.  Thus, after showing evi-
dence that Pitx2 is an upstream transcrip-
tional regulator of distinct pathways that 
provide cellular, molecular and electrophys-
iological substrates linked to atrial fibrilla-
tion, our group have focused their efforts in 
study the role of Pitx2 in the ventricular 
myocardium (Data not published). In this 
way, we have recently demonstrated ven-
tricular chamber-specific (MLC2vCre) dele-
tion of Pitx2 results in viable offspring but 
display electrophysiological defects that 
lead to QRS widening. These electrophysio-
logical alterations in both atria and ventricle 
specific Pitx2 null mice suggest an im-
portant role of Pitx2 for the normal function 
in the adult heart. Thus in this work, we 
have used a proteomic approach as a non 
hypothesis driven research method to eluci-
date unknown molecular and pathways al-
terations that are consequence of ventricular 
chamber-specific Pitx2 insufficiency. By 
using this approach, we have detected 
changes in the expression of several proteins 
implicated in cardiac metabolism. The iden-
tity of these proteins suggests that a shift of 
energy substrate preference from fatty acid 
to glucose is happening in these hearts. This 
hypothesis is corroborated by the up-
regulation of GLUT-1 and dramatic inhibi-
tion of PPAR-α mRNAs. Besides, we 
demonstrated that ventricular myocardium 
of Pitx2 null mutant mice is subjected to a 
neoangiogenesis process, which is very 
common response to oxygen deprivation 
situations. 
MATERIAL AND METHODS 
 
Transgenic mouse lines and breeding strat-
egy  
The Pitx2floxed and Mlc2v-Cre transgenic 
mouse lines have been previously described 
(Gage et al. 1999). Generation of conditional 
ventricular (Mlc2v-Cre) mutant mice were 
performed by intercrossing homozygous Cre 
deletor mice with homozygous Pitx2floxed 
mice. Double heterozygous were selected by 
PCR and subsequently crossed with homozy-
gous Pitx2floxed mice, respectively, yielding 
to wild-type (Cre-) (i.e. Mlc2vCrePitx2fl/flu), 
heterozygous Cre+/floxed (i.e. 
Mlc2vCrePitx2fl/-) and homozygous 
Cre+/Floxed (i.e. Mlc2vCrePitx2-/-). Since 
conditionally-deleted homozygous were viable 
to adulthood, mice were bred into a pure 
C57B1/6J genetic background, and offspring 
was routinely screened for the presence of 
Pitx2 floxed allele and the Cre sequence as 
previously reported (Tessari et al. 2008). This 
investigation conform the Guide for the Care 
and Use of Laboratory Animal published by 
the US National Institutes of Health.   
Adult mice and female pregnant mice were 
killed by cervical dislocation and adult whole 
hearts as well as embryonic whole hearts from 
embryonic day (E) E18.5 were isolated as 
previously described (Domínguez et al. 2008). 
 
Mouse genotyping 
DNA for PCR screening was extracted from a 
adult ear and/or tail samples and from embry-
onic yolk sacs. Screening of Cre and Pitx2 
floxed alleles was routinely done using used 
specific primers as described previously 
(Chinchilla et al. 2011). Cycling conditions for 
Cre were as follows; 5 min at 95ºC, 35 cycles 
of 30s at 95ºC, 30s at 60ºC and 90s at 72ºC, 
and for Pitx2 as follows; 5 min at 95ºC, 40 
cycles of 30s at 95ºC, 30s at 60ºC and 90s at 
72ºC, followed by a final extension step of 10 
min at 72 ºC, respectively. 
 
Confocal imaging  
Adult hearts were carefully dissected and 
briefly rinsed in Ringer´s solution and photo-
graphed. Samples processed for immunohisto-
chemistry were fixed overnight in freshly 
made sterile 4% paraformaldehyde. Adult and 
embryonic samples processed for immuno-
histochemistry were dehydrated through grade 
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ethanol steps and embedded in paraplast. Sec-
tions were cut at 10 μm and immunostained 
with lectin form Triticum vulgaris (WGA 
lectin) biotin conjugate (Sigma) diluted 1:50 in 
1% Triton X-100 PBS solution overnight. 
After three washes in PBS of 10 min, sections 
were incubate 1h against Avidin-FITC (Sig-
ma) (1:100 dilution in PBS). After two 5 min 
washes in PBS, sections were incubate 10 min 
with DRAQ-5TM (Red Fluorescent Cell-
Permeable DNA probe, Biostatus Limited) 
(1:1000 dilution in PBS). Finally, section were 
washed 5 min twice with PBS and were 
mounted in temporal assembly PBS:glycerol 
(1:1).  
Confocal analysis for capillaries detection was 
carried out using a Leica TCS SL confocal 
microscope (Leica LCS version 2.0). Two 
images of interventricular septum, left ventri-
cle and right ventricle were acquired in each 
section. Three sections per sample and three 
samples of each condition Wild-type and 
Mlc2vCrePitx2-/-null mutant were analysed. 
All samples were analysed in triplicate. All 
adult and embryonic ventricle images were 
captured at 40X and saved in TIFF format. 
Images analysis was carried out using ImageJ 
software (http://rsbweb.nih.gov/ij/). Images 
were imported to ImageJ, and background 
subtraction was made as first step. Then, all 
images were converted to 8 bits and binary 
format. Capillaries number was obtained using 
the “analyse particles” option (Im-
ageJ>Analyse>Analyse Particles). In order to 
eliminate artefacts, size limit were established 
between 10 and infinity (cm^2).  
 
Sample preparation for 2DE 
Adult hearts were carefully dissected, briefly 
rinsed in Ringer´s solution and stored at -80ºC. 
Frozen ventricles were lyophilised during four 
days. Then, tissues were homogenised in a 
mortar.  Proteins were extracted by suspending 
20 mg of lyophilised homogenised tissue in 1 
mL of standard lysis buffer (7M urea, 2M 
thiourea, 4% CHAPS and 10 mM DTT) during 
3 hours at 27 ºC. Next, samples were centri-
fuged at 14000 rpm for 30 min. The resulting 
supernatants were collected and protein con-
centration was measured with CB-X protein 
assay kit (Gbiosciences). Finally, samples 
were stored at -80 ºC prior to use. 
Isoelectrofocusing was performed using a 
Protean IEF cell (Bio-Rad) and 24 cm pH 4-7 
IPG strips (GE Healthcare). 100 μl of protein 
(1mg) was mixed 350 μl of rehydration buffer 
(7M urea, 2M thiuorea, 4% CHAPS, 0.6 % 
DTT, 1% IPG buffer 4-7 and bromophenol 
blue traces) and loaded in each strip by in-gel-
rehydration method (Görg et al. 1995). IEF 
was carried out at 20 ºC and according to the 
following steps: active rehydration (50V) for 
12h, 250 V for 30 min, 500 V for 1h, 1 000 V 
for 1h, 4000 V for 2h, 8000 V for 2 h and 
10000 V to achieve 65 kVh. After IEF, strips 
were stored at -20 ºC until used in second 
dimension. Prior to run the second dimension, 
strips were first equilibrated at room tempera-
ture in equilibration solution (6M urea, 50mM 
Tris-HCl pH 8.8, 30% glycerol) with the addi-
tion of 1% DTT for 15 min, followed by the 
same solution with the addition of 2.5% of 
iodoacetamide other 15 min.  Strips were fixed 
with sealed solution (25mM Tris, 192 mM 
glycine, 0.1% SDS, 0.5% agarose, 0.01% 
bromophenol blue) on top of a 21 x 26 cm 
12,5% polyacrilamide gel. Second dimension 
was performed according to Laemmli 
(Laemmli, 1970), overnight at 10 ºC in a Et-
tanDalt-Six (GE Healthcare) and stopped 
when the bromophenol blue dye front just left 
the bottom of the gels. Gels were stained with 
CBB. CBB staining was carried out according 
to Neuhoff´s protocol with minor modifica-
tions (Neuhoff et al. 1988). Gels were fixed in 
50% ethanol, 3% phosphoric acid for 3 h and 
then washed in H2O three times for 20 min 
each. The gels were pre-incubated in 34% 
methanol, 17% sulphate ammonium, 3% 
phosphoric acid for 1 h. Next, 0.35 g/L of 
Coomassie Blue G-250 (Bio-Rad) was added 
to this solution. Each gel was stained alone in 
a plastic box with 330 mL of this solution 
during for four days to reach maximum inten-
sity of the staining. Finally the gels were 
washed in H2O twice for 25 min each and 
scanned in a densitometer (Microtek 9800XL) 
at 300 dpi resolution. Digitalised images were 
saved in TIFF format and gels were stored in 
vacumm-sealed plastic bags at 4ºC. PDQuest 
Advance software (Bio-Rad) were used for 
spot detection, spot quantitation and statistical 
analysis of 2DE images. After automatic spot 
detection and spot matching were performed, 
matching errors were manually inspected and 
corrected. Correlation coefficients between all 
gels where studied in order to assess 2-DE 
reproducibility. Quantitative and qualitative 
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analysis of spot intensity were carried out. 
Quantitative analysis covered proteins which 
had statistically significant differences be-
tween classes by means of Mann-Whitney U-
Test (p < 0.01). Qualitative analysis detected 
proteins that appeared in one group but were 
absent in the other group. 
 
Protein identification 
Protein spot that were revealed as statistically 
different were excised from Coomassie-blue-
stained 2-DE electrophoresis gels. Each pro-
tein was digested in situ with trypsin as previ-
ously described (De la Fuente et al. 2010). An 
aliquot (0.5 μl) of the reaction mixture was 
analysed by a MALDI-TOF (matrix-assisted 
laser desorption/ionization time of flight) type 
of MS using an Autoflex model of Bruker 
Daltonic (Bremen, Germany), equipped with a 
reflector, and employing 2,5-
dihydroxybenzoic acid as matrix and an An-
chor-Chip surface target (Bruker Daltonic). 
External calibration was carried out using a set 
of synthetic peptides (Bruker Daltonics) added 
to the target in positions close to samples. The 
tryptic peptide maps obtained experimentally 
were assigned by comparing their masses with 
the database. MASCOT (Matrix Sciences, 
London, UK) was used for database search 
(http://www.matrixscience.com). 
 
Western blot analyses 
Western blot analyses for Aldolase A, GRP78 
and Succinyl-CoA synthetase were performed 
utilizing standard procedures. For all proteins 
detection, forty micrograms of total cellular 
proteins were loaded and resolved in a standard 
12,5% SDS polyacrylamide gel (SDS-PAGE). 
The separated proteins were then electro-blotted 
onto PVDF (polyvinylidende fluoride) mem-
brane (Immobilon P, Millipore Co) and trans-
ference efficiency was evaluated by Ponceau 
Red stainning after blotting . Membranes were 
blocked and subsequently incubated 2h at room 
temperature with polyconal antibodies against 
Aldolase A (1:1000 dilution, monoclonalSig-
ma), GRP78 (1:2000 dilution, casa comercial) 
and Succinyl-CoA Synthetase (1:1000 dilution, 
BD Transduction Laboratories), and the house-
keeping control α-tubulin (1:7000 dilution, 
Sigma). Horseradishperoxidase (HRP)-
conjugated secondary antibody during 1h, en-
hanced chemiluminescence (ECL Plus) detec-
tion reagents (GE Healthcare) were used to 
detected immunoreactive bands. Chemilumi-
nescence signal were detected with Amsersham 
Hyperfilm (GE Healthcare). Quantitative 
changes in band intensities were evaluated 
using QuantityOne software (Bio-Rad). The 
densitometric values of the Western blot bands 
containing the proteins of interest were normal-
ized against those of α-tubulin obtained from 
the same membranes. Relative abundance of 
each protein was calculated by obtaining the 
ratio of the normalized densitometric values 
between wild-type and Mlc2vCrePitx2-/- null 
mutant samples. Three different samples of 
each condition were used in this analysis. 
 
mRNA isolation and Reverse Transcription 
Dissected ventricular myocardial tissues from 
wild-type and Mlc2vCrePitx2-/- null mutants 
adult hearts were collected and independently 
stored in liquid nitrogen before RNA isola-
tion.RNA extraction was performed in tripli-
cates using a single ventricular myocardium 
sample of either wild -type or Mlc2vCrePitx2-
/- null mutants, respectively. Total RNA was 
isolated using Trizol (Roche) according to 
manufacture´s guidelines and DNase treated 
using RNase-Free DNase (Roche) for 1h at 
30ºC. In all cases, at least three distinct sam-
ples were used to perform the corresponding 
qRT-PCR experiment. 
First strand cDNA was synthesized iScript 
cDNA kit (Bio-Rad) according to manufac-
ture´s protocol. Negative controls to assess 




RT-PCR was performed in Mx3005Tm QPCR 
System with a MxPro QPCR Software 3.0 
(Stratagene) or in CFX96™ Real-Time PCR 
Detection System with a CFX Manager soft-
ware (Bio-Rad) and SyBR Green detection 
system. Reactions were performed in 96-well 
plates with optical sealing tape in 20 ul total 
volume containing SYBR Green Mix (Bio-
tools) and the corresponding cDNA. Amplifi-
cation conditions were as follows: 95ºC for 10 
min, followed by 40 cycles of 95ºC for 30s, 
60ºC for 30s, 72ºC for 30s; with final elonga-
tion step of 72ºC for 10 min. All primers were 
designed to span exon-exon boundaries using 





dix 1). Each PCR reaction was performed at 
least three times to obtain representative aver-
ages. GAPDH were used as internal control in 
each run. The Livak method was used to ana-
lyse the relative quantification RT-PCR data 
(Livak & Schmittgen, 2001). In all cases, 
normalized was performed by taking as 100% 
the wild-type value, as previously described 




2-DE gels quality 
To explore the molecular changes that are oc-
curring in MLC2vCrePitx2-/- hearts, we have 
performed a 2-DE/MS analysis of 
MLC2vCrePitx2-/- as compared to control 
hearts. Figure 1 shows standard pattern of ven-
tricle proteins separated by 2-DE using a 24 cm, 
linear pH 4-7 IPG strip in the first dimension. 
Automatic analysis detected more than 300 spot 
in all gels. After manual editing, average final 
spot number was reduced to 231 ± 11. 2-DE 
reproducibility was determined by correlation 
coefficients between all gels. Among all possi-
ble comparison, 153, best and worst correlation 
coefficient was 0.96 and 0.82 respectively (data 
not shown). Correlation coefficient average was 
0.91, clearly showing a high reproducibility.  
 
2-DE analysis of MLC2VCrePitx2-/- null 
mutant ventricles reveals changes in several 
pathways (mainly proteins associated with 
metabolism) 
To analyse changes in protein expression be-
tween ventricles from wild-type and 
Mlc2vCrePitx2-/- null mutants, only spots, 
which were present in all gels, were chosen. 
Statistically significant differences (at least 2-
fold) in protein expression between wild-type 
and Mlc2vCrePitx2-/- null mutant ventricles 
were detected in 22 proteins by means of 
Mann-Whitney U-test (p < 0.01). Ten proteins 
were up-regulated in MLC2vCrePitx2-/- gels 
whereas twelve proteins were down-regulated 
in the same samples. Selected proteins were 
identified by MALDI-TOF MS on the basis of 
peptide mass matching after in-gel trypsin 
digestion (Henzel et al. 1993). We unambigu-
ous identified a total of 16 proteins from 22 
excised spots by means of PMF (Table 1). 
From the remaining unidentified proteins one 
protein was identified by MS/MS. 
Identified proteins were categorized in sever-
al distinct biological groups. Most represent 
biological groups were metabolism and cellu-
lar defence and stress. In metabolism group 
aldolase A, 3-hydroxyisobutyrate dehydro-
genase and succinyl-CoA synthetase in-
creased their relative expression by 196%, 
177% and 153% in Mlc2vCrePitx2-/- com-
pared to controls, respectively, whereas L-
lactate dehydrogenase B (Ldh-b), Atp5c1, 
Bckdh and Pp1-β decreased their expression 
by 149%, 159% 205%, 208% in 
Mlc2vCrePitx2-/- compared to controls, re-
spectively. Within the cellular defence and 
stress group peroxiredoxin-6 was overex-
pressed in Mlc2vCrePitx2-/- hearts with a 
relative increase of 194%, whereas Grp78 
and Hsp60 were decreased by 197% and 
206% in Mlc2vCrePitx2-/- hearts as compared 
to controls. From remaining differentially 
expressed identified proteins, three of them, 
alpha cardiac actin (Acta1), metaxin-2 and 
5´-nucleotidase increased their expression in 
Mlc2vCrePitx2-/- by 175%, 178% and 223% 
in Mlc2vCrePitx2-/- hearts as compared to 
controls, respectively. In contrast, protein 
similar to Zc12d decreased by 317% as com-
pared to controls. 2DE/MS results were fur-
ther validated by quantitative Western blot-
ting for Aldolase A and Succinyl-CoA syn-
thetase, as these proteins have a crucial role 
in the glycolysis and in the Krebs cycle. Al-
dolase A and Succinyl-CoA synthetase were 
increased more than 50% (p<0.05) in 
Mlc2vCrePitx2-/- confirming our 2-DE prote-
omics results (Figure 2).   
 
Changes in metabolism (aldolase A, Pp1-β 
and Ldh-B), catabolism of branched-chain 
amino acids (3-hydroxyisobutyrate dehydro-
genase and Bckdh), nucleotide metabolism 
protection during ischemia or anoxia (5´-
nucleotidase), cell energy production (Suc-
cinyl-CoA synthetase and Atp5c1) has been 
previously demonstrated that they occur in 
the cardiac remodelling process of several 
cardiac pathologies. Unpublished results of 
our group show that Mlc2vCrePitx2-/- hearts 
display a hypertrophic phenotype. Therefore, 
these results suggest that a metabolic altera-
tion associated to a cardiac hypertrophy ex-
ists. 
 






Figure 1. a) Comparsion of 2-DE patterns of the citoplasmic proteins in Wild-type and MLC2vCrePitx2-/-. IEF was carried out using 
IPG strips (24cm, pH 4-7).  A 12,5% SDS gel stained with Commassie G-250 was used in the second dimension.  Three samples and 
three replicate gels of each condition were made in order to asses inter and intra varibility of the method. b) Amplified regions where 
some differences in protein expression can be observed. Each magnified region is divided into four sections. Upper sections corres-
pond with wild-type gels, lower sections correspond to MLC2vCrePitx2-/- gels. A and B shows downregulated proteins in 







Mlc2vCrePitx2-/- mice display cardiac re-
modelling associated to a high capillary 
density  
Changes in different metabolic pathways has 
been previously associated to cardiac hyper-
trophy as well as to myocardial ischemia 
(Abozguia et al. 2009; Tsutsui et al. 2009). 
Furthermore, vascular remodelling is com-
monly associated with both process.  To dis-
cern if Mlc2vCrePitx2-/- hearts display mor-
phological changes in the vascular niche, ven-
tricle capillary density was measured in adult 
Mlc2vCrePitx2-/- hearts as compared to age-
matched controls. Interestingly, the interven-
tricular septum (IVS) and left ventricle vascu-
lar density increased by 30% (p<0.002) and 
20% (p<0.035) respectively, in 
Mlc2vCrePitx2-/- hearts as compared to age-
matched controls whereas right ventricle dis-
play no significant differences (Figure 3). 
However, it is possible that increased vascu-
larization could occur during cardiac devel-
opment or alternatively as post-natal event, as 
previously described in other models (Luttun 
& Carmelitet, 2003). To discriminate between 
these two possibilities, ventricular capillary 
density was measured in embryonic hearts of 
E18.5 embryos. In contrast to the adult situa-
tion, the IVS, left ventricle and right ventricle 
displayed similar capillary density between 
Mlc2vCrePitx2-/- null mutants as compared to 
controls (Figure 3). Thus, these data demon-
strate that lack of Pitx2 during heart develop-
ment does not increased ventricular vasculo-
genesis. On the other hand, lack of Pitx2 in the 
adult heart leads to increased vascular bed in 
the IVS and left ventricle, most likely as con-
sequence of post-birth vessels growth, a pro-
cess that is commonly observed after ischemic 
stroke and /or hypertrophic response (Ta-
bibiazar & Rockson, 2001). Curiously, dele-
tion of Pitx2 in ventricles leads to an increase 
in the number of the capillaries in the ventricu-
lar regions that display a hypertrophic pheno-
type (IVS and LV) (Unpublished results), 
indicating that vessels increase may be sec-
ondary to the hypertrophic process 
Cardiac remodelling in Mlc2vCrePitx2-/- 
hearts leads to switch in metabolic path-
ways involved in energy production  
Fuel generation in the adult myocardium de-
pends on the mitochondrial oxidation of long-
chain fatty acids to produce ATP. In normal 
conditions 60-90% of acetyl-CoA that enters 
the TCA cycle comes from β-oxidation and 
remaining 10-40% is generated from pyruvate 
oxidation. However, in pathological conditions 
as cardiac hypertrophy or cardiac ischemia 
fatty acid oxidation rate decreases and glucose 
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oxidation rate increases (Allard et al. 1994; 
Shohet & García, 2007). Thus, myocardial 
remodelling is frequently accompanied by a 
shift in energy metabolism, moving from fatty 
acid to glucose oxidation. This phenomenon 
takes place as an adaptive mechanism with the 
aim of improving oxygen efficiency coupling 
to energy production because glucose metabo-
lism consumes less oxygen per unit of ATP 
generated (Abozguia et al. 2009). Therefore, 
based on our proteomics analysis which indi-
cated that glycolysis pathway could be altered 
in MLC2vCrePitx2-/- hearts, we now check 
changes in the glucose uptake in these trans-
genic hearts, we also check the hypoxia-
inducible factor (HIF)-1 pathway in order to 
find out if hypoxia events are occurring in 
these hearts. qRT-PCR analyses demonstrate 
that Glut-1 was up-regulated in 
Mlc2vCrePitx2-/- null mutant ventricles as 
compared to controls (Figure 4). Surprisingly, 
HIF-1α, as well as some other downstream 
Hif-1α target genes such as inducible nitric 
oxide synthase (iNOS), Heme-oxygenase 1 
(Ho-1), vascular endothelial growth factor 
(Vegf) display no significant differences (Fig-
ure 4), suggesting that hypoxia response path-
way is not altered because the formation of 
new vessels which supplies more oxygen to 
the heart.  
To further sustain a shift from fatty acid to 
glucose oxidation, peroxisome proliferator-
activated receptor-α (Pparα) expression levels 
were measured in Mlc2vCrePitx2-/- adult 
hearts. Pparα receptor regulates basal and fatty 
acid-induced transcription of β-oxidation en-
zymes playing thus a critical role on the 
maintenance of cardiac energy (Leone et al. 
1999). As detailed in Figure 4, Pparα mRNA 
expression was dramatically reduced in the 
myocardium of Mlc2vCrePitx2-/- null mutants 
demonstrating a molecular cardiac remodel-
ling in energy metabolism in the adult 




Pitx2 is a homeobox transcription factor with 
an important role of left-right determination in 
several organs, including heart (Schweickert et 
al. 2000). Several authors have described car-
diac malformations in mice with isoform-
specific deletion of Pitx2 (Kitamura et al. 
1999; Gage et al. 1999). However the specific 
role of Pitx2 in the appearance of these cardiac 
malformations is far to be elucidated. We have 
generated ventricular-chamber specific condi-
tional Pitx2 mutant mice in order to investi-
gate the consequences of partial inhibition of 
Pitx2 in the heart. Pitx2 expression in these 
mutants is reduced by 60-50% as consequence 
of incomplete Cre recombination (de Lange et 
al. 2003), displaying mild embryonic morpho-
genetic defects that are compatible with life. 
In this work, we have used a proteomic ap-
proach as a descriptive method for providing 
inventories of proteins and related pathways 
that are associated with Pitx2 deletion in the 
MLC2vCrePitx2-/- hearts.  With this method-
ology we found 22 proteins of interest, 10 up-
regulated and 12 down-regulated in 
MLC2vCrePitx2-/- hearts. Based on the identi-
ty of theses proteins we found that carbohy-
drate metabolism, catabolism of branched-
chain amino acids, nucleotide metabolism 
protection during ischemia or anoxia and cell 
energy production pathways are altered in the 
Mlc2vCrePitx2-/- hearts. Alteration of these 
pathways is related with a phenomenon called 
myocardial remodelling, which occurs as con-
sequence of a heart dysfunction (Abozguia et 
al. 2009; Tsutsui et al. 2009). Myocardial 
remodelling is defined as alteration in the 
structure (dimensions, mass, shape) of the 
heart in response to hemodynamic load and/or 
cardiac injury in association with neurohor-
monal activation. It could be physiologic or 
pathologic and alternatively, may be classified 
as adaptive or maladaptive. 
 
Proteomic results 
In this work, we performed a comparative 
study on Mlc2vCrePitx2-/- and wild type hearts 
by bidimensional electrophoresis. We found 
22 proteins of interest, 10 up-regulated and 12 
down-regulated in MLC2vCrePitx2-/- hearts.  
The related pathways to these proteins are 
carbohydrate metabolism (aldolase A, Pp1-β 
and Ldh-B), catabolism of branched-chain 
amino acids (3-hydroxyisobutyrate dehydro-
genase and Bckdh), cell energy production 
(Succinyl-CoA synthetase and Atp5c1) and 
nucleotide metabolism protection during is-
chemia or anoxia (5´-nucleotidase). It is well 
know that alteration of these pathways are 





Figure 3.  (A)  40X confocal images of wild-type and MLC2vCrePitx2-/- adult ventricles, (B)  40X confocal images of of wild-type and 
MLC2vCrePitx2-/- E18.5 embryonic ventricles. (C) Capillar numbers in wild-type and MLC2vCrePitx2-/- adult ventricles, (D) Capillar 
numbers in wild-type and MLC2vCrePitx2-/- E18.5 embryonic ventricles. IVS = interventricular septum, LV = Left ventricle, RV = Right 
Ventricle, * p = 0,0022, ** p = 0,0354. 
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Figure 4. A) qRT-PCR analysis of HIF-1α, VEGF, HO-1, iNOS, GLUT-1 mRNA expression in wild-type and MLC2vCrePitx2-/- ventricles. 
B) qRT-PCR analysis PPAR-α mRNA expression in wild-type and MLC2vCrePitx2-/- ventricles  
 
disease (Allard, 2004; Cokkinos & Pantos, 
2011; Kitakaze et al. 1999). 
 
Down-stream studies 
Because changes in different metabolic path-
ways has been previously associated to cardiac 
hypertrophy as well as to myocardial ischemia 
(Abozguia et al. 2009; Tsutsui et al. 2009), 
and vascular remodelling are commonly asso-
ciated with both process (Tabibiazar & Rock-
son, 2001), we studied the morphology of the 
vascular niche in adult Mlc2vCrePitx2-/- and 
wild type. As expected, there was an increase 
in the ventricle capillary density in the IVS 
and LV. And this increase was developed as 
post-natal event rather than/instead of during 
cardiac development. This post-birth vessels 
growth is commonly observed in hypertrophic 
hearts (Tabibiazar & Rockson, 2001). As 
commented above, the increase in the number 
of the capillaries where in the ventricular re-
gions that display a hypertrophic phenotype 
(IVS and LV), indicating that vessels increase 
may be secondary to the hypertrophic process. 
It is well know that in pathological conditions 
as cardiac hypertrophy or cardiac ischemia, 
metabolism pathways of the heart are altered 
leading to a reduction on fatty acid oxidation 
rate and a increment in the rate of glucose 
oxidation (Allard et al. 1994; Shohet & Gar 
cia, 2007). Our proteomics analysis indicated 
that glycolysis pathway could be altered in 
MLC2vCrePitx2-/- hearts, therefore we check 
possible changes in the glucose uptake in the 
transgenic hearts, by analysing the expression 
of Glut-1 mRNA by RT-PCR. Because to 
Glut-1 is also a target of HIF-1α, we study 
the hypoxia-inducible factor 1 pathway to 
investigate if ischemic insults are present in 
MLC2vCrePitx2-/- hearts. The result of this 
experiment show that Glut-1 mRNA was up-
regulated in MLC2vCrePitx2-/- hearts, but no 
ischemic insults were present in these hearts, 
because no difference in the hypoxia-
inducible pathway expression genes between 
transgenic and wild type mice were found.   
Showing that MLC2vCrePitx2-/- hearts have 
several metabolism pathways altered, an 
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increment in the ventricle capillary density 
and a shift in energy metabolism with a glu-
cose uptake increased, we explore the im-
portance of this shift in the energy balance by 
determining the expression of the Pparα 
mRNA, an enzyme which plays a critical role 
on the maintenance of cardiac energy 
(Madrazo & Kelly, 2008), Pparα mRNA was 
down-regulated demonstrating that 
Mlc2vCrePitx2-/- null mutants displays a 
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Table 1. Sequence of each primer used for the RT-PCR.  
Gen Primer Sequence (5´to 3´) Product size Ta / ºC 
hif-1 α 
Forward       CCTGGAAACGAGTGAAAGGA 
Reverse       CTGCCTTGTATGGGAGCATT 
175 bp 60ºC 
ho-1 
Forward       CCCCAGATCAGCACTAGCTC 
Reverse       AGAGAGAAGGCCACATTGGA 
156 bp 60ºC 
iNos 
Forward       AGGTGCACACAGGCTACTCC 
Reverse       GCCACCAGCTTCTTCAATGT 
181 bp 60ºC 
Glut-1 
Forward       GTCCTGCTGCTATTGCTGTG 
Reverse       GAAGCGATCTCATCGAAGGT 
196 bp 60ºC 
vegf 
Forward       CAAGATCCGCAGACGTGTAA 
Reverse       TTAATCGGTCTTTCCGGTGA 
180 bp 60ºC 
Ppar α 
Forward        AGGAAGCCGTTCTGTGACAT 
Reverse        TTGAAGGAGCTTTGGGAAGA 








Aunque las técnicas que han sido el pilar fundamental del desarrollo de la 
proteómica comenzaron a utilizarse décadas atrás (1975-1990), no ha sido hasta 
esta última década (2000-2010) cuando se ha producido la explosión de la pro-
teómica como el conjunto de técnicas y herramientas utilizadas para el estudio 
sistemático y a gran escala de las proteínas que hoy conocemos. Dentro de la 
proteómica e incluyendo los grandes avances que se han producido en los últi-
mos años, la electroforesis bidimensional de alta resolución sigue siendo uno de 
los pilares fundamentales dentro de este campo gracias a su versatilidad, capa-
cidad resolutiva y facilidad en la cuantificación de la expresión de las proteínas, 
entre otros aspectos.  
En la denominada era post-genómica, el estudio del proteoma está consi-
derado como el siguiente paso necesario para la compresión de los sistemas 
biológicos. Como se mencionó en la introducción, el estudio del proteoma es a 
priori mucho más complejo que el estudio del genoma, ya que el genoma es más 
o menos estático, mientras que el proteoma es mucho más dinámico, difiriendo 
entre células de un mismo organismo, entre estados fisiológicos, y además es 
mucho más modificable si se tienen en cuenta las posibles modificaciones post-
traduccionales de las proteínas.  
Los estudios proteómicos al permitir el estudio masivo de la expresión de 
las proteínas tienen la peculiaridad de que no es necesario sugerir o tener una 
hipótesis previa para plantear o llevar a cabo los estudios deseados. En función 
de esta propiedad se han realizado las dos revisiones en el campo de la medici-
na y se han realizado los tres estudios planteados en esta memoria.   
En el Capítulo 1 de la presente Tesis se mostró como la proteómica puede 
tener un papel relevante en el entendimiento de las enfermedades complejas. 
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Durante este capítulo se expusieron una gran cantidad de exitosos ejemplos 
sobre el descubrimiento de nuevas proteínas que podrías estar implicadas en 
diversas enfermedades, y que seguramente, serían difíciles de descubrir me-
diante otras vías. Se revisaron estudios sobre búsqueda de nuevos marcadores 
de enfermedades a partir de la obtención no invasiva de muestras como la ob-
tención de  plasma/suero y orina e incluso del fluido cerebroespinal, y por otro 
lado, aproximaciones proteómicas para el estudio de las enfermedades en los 
tejidos afectados por las enfermedades de forma directa. En este apartado se 
revisaron enfermedades de alta incidencia y de alta importancia en la población 
como son el cáncer de pulmón (primera causa de muerte por cáncer en el mun-
do debido la dificultad de diagnóstico en los estadíos tempranos), las enferme-
dades cardiovasculares (la causa más común de morbilidad y mortalidad en los 
países desarrollados) (Bermudez-Crespo & López, 2007b). También se repasa-
ron aunque en menos detalle los resultados de la obtención de posibles marca-
dores de diversos tipos de cáncer como el cáncer de ovario, de próstata o híga-
do (Bermudez-Crespo & López, 2007a). Finalmente se realizó también una revi-
sión sobre las posibilidades que ofrece la proteómica en el descubrimiento de 
nuevos fármacos (Bermudez-Crespo & López, 2007a,b). 
En los siguientes capítulos se han descrito tres estudios utilizando la elec-
troforesis bidimensional como herramienta principal en el estudio. Los estudios 
se realizaron en tres grupos taxonómicos pertenecientes a diferentes reinos (ra-
tones, bacterias y musgos) y con objetivos finales completamente dispares, aun-
que los estudios estuvieron siempre centrados en la obtención de las proteínas 
que tenían una expresión diferente entre las muestras estudiadas. 
Como se ha mencionado anteriormente en la revisión de Bermúdez-
Crespo & López (2007a) (Capítulo 1), uno de los pasos más importantes para 
obtener resultados consistentes y reproducibles en la electroforesis bidimensio-
nal es la extracción de las proteínas de la muestra. Este paso marca la diferencia 
entre obtener geles bidimensionales definidos y reproducibles y geles bidimen-
sionales imposibles de estudiar debido a su mala calidad. Debido a ello, existen 
diferentes protocolos de extracción de proteínas que son usados en función del 
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origen y complejidad de la muestra (Link, 1999; Shaw & Rieder, 2003; Cañas et 
al., 2007). Debido a la amplia experiencia acumulada en el Departamento de 
Xenética de la Universidad de Santiago de Compostela en la utilización de la 
electroforesis bidimensional, se ha empleado un protocolo de extracción de pro-
teínas común en todos los estudios, ya que siempre dio buenos resultados. La 
parte más importante de este protocolo de extracción es el buffer de extracción 
de proteínas, el tiempo de extracción y la temperatura durante el proceso. El 
buffer de extracción utilizado está compuesto por 7M urea, 2M tiourea, 4% 
CHAPS, 0.6 % DTT, 1% IPG buffer 4-7 y trazas de bromofenol. La urea y tiourea 
rompen los puentes de hidrógeno de las proteínas llevando a la proteínas a des-
plegarse y desnaturalizarse, el CHAPS funciona como detergente permitiendo la 
solubilización de las proteínas, el DTT rompe los puentes disulfuro y el IPG Buf-
fer 4-7 contiene anfolitos que ayudan a la focalización de las proteínas durante el 
transcurso de la primera dimensión, y el azul de bromofenol se utiliza para poder 
seguir el proceso de la focalización de las proteínas durante la primera dimen-
sión. Existen otros buffers de extracción que contienen menos urea (5M) o no 
contienen Tiourea (aumentando la concentración de Urea a 9-8M), o sustituyen 
el CHAPS por otros detergentes como el SB 3-10 o el ASB 14 (De Marqui et al., 
2005). Además existen buffers de extracción específicos diseñados para plantas 
(Thiellement et al., 2007), pero que en este caso durante el proceso de optimiza-
ción no dieron mejores resultados que el buffer finalmente utilizado.  
En la electroforesis bidimensional propiamente dicha, se eligió para los tres 
estudios un pH de estudio de 4-7. Esta elección de pH resultó ser acertada ya 
que se obtuvieron geles bidimensional con una gran número de proteínas y muy 
bien focalizados, lo que facilitó su posterior análisis mediante el Software 
PDQuest. La razón fundamental de esta elección y no utilizar un pH más amplio 
como 3-10 ó 3-11 es bien conocida dentro del campo de la electroforesis bidi-
mensional y es la dificultad de separar y focalizar las proteínas de punto isoeléc-
trico elevado (proteínas básicas) debido a la migración del DTT hacia pH más 
ácidos durante el isoelectroenfoque lo que provoca el restablecimiento de los 
puentes disulfuros provocando una mala focalización de las proteínas (Streaking) 
(Dépagne & Chevalier, 2012).  
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Otro punto destacable fue la elección de la longitud (anchura de los geles). 
En estos momentos existen 4 tipos de anchura de geles, la cual viene determi-
nada por la longitud de las tiras de IPG utilizadas durante el isoelectroenfoque. 
Los tamaños son los siguientes: 7 cm, 11-13 cm, 17-18 cm y 24 cm. En dos de 
los trabajos aquí expuestos (el estudio de los corazones de ratón y el estudio de 
las diferentes cepas de Vibrio tapetis) se ha utilizado el tamaño más grande exis-
tente de forma comercial (24 cm) mientras en el  estudio de la adaptación del 
musgo a la contaminación se utilizaron IPGs de 11 cm. La elección de la longitud 
de 11 cm se debió a la enorme cantidad de geles que requería este estudio (100 
geles aproximadamente) por lo que realizarlo en geles de 24 cm sería mucho 
más costoso en tiempo y dinero. En los tres estudios se consiguieron spots bien 
definidos y bien separados que fueron perfectamente identificables, cuantifica-
bles y analizables por el software PDQuest, no encontrándose grandes proble-
mas de solapamiento entre spots, el cual es otro de los grandes problemas a 
solventar en el manejo de la electroforesis bidimensional (Corthals et al., 2000).  
La elección del tipo de tinción es otro aspecto importante dentro de la elec-
troforesis bidimensional sea cual sea la muestra a estudiar. Existen varios tipos 
de tinciones, todos estandarizados. Los métodos más usados para la tinción de 
las proteínas son: la tinción de plata (Nesterenko et al., 1994), Coomassie –blue 
(Neuhoff et al., 1988) y compuestos fluorescentes (Patton, 2000). La tinción de 
plata está considerada como la tinción más sensible pero no es un método cuan-
titativo (Shevchenko et al., 1996). Por el contrario, la tinción con Coomassie es 
un método cuantitativo y cualitativo, aunque su sensibilidad es menor que la de 
la tinción plata. Debido a las limitaciones de la tinción de Coomassie, en términos 
de sensibilidad, y las complicaciones derivadas de la tinción de plata en términos 
de baja reproducibilidad e incompatibilidad con el método de identificación pro-
teica, se han desarrollado tinciones basadas en compuestos fluorescentes (Pat-
ton, 2000). En el desarrollo de los estudios aquí incluidos se han utilizado una 
tinción de Coomassie con ligeras modificaciones que producen un gran aumento 
de su sensibilidad para los estudios de geles de 24 cm (ratones y bacterias) 
mientras que se ha utilizado la tinción fluorescente comercial Sypro Ruby para 
los geles pequeños de 11 cm (musgos). De nuevo en este caso, las dos tincio-
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nes utilizadas dieron un resultado satisfactorio ya que en todos los estudios pu-
dieron detectarse y analizarse un elevado número de proteínas, más de 200 en 
todos los casos. Claramente, la tinción de fluorescencia es superior en sensibili-
dad y seguramente en los estudios en lo que se utilizó la tinción de Coomassie 
se hubiesen visualizado más proteínas, pero debido en la época que se realiza-
ron los estudios, la tecnología disponible y el coste económico de la tinción ha-
cían inviable su uso.  
El análisis informático de los geles se llevo acabo utilizando el software 
PDQuest V8.0. En todos los estudios se optó por un análisis automático en pri-
mera instancia tras el cual se realizaba una concienzuda edición manual para 
conseguir un perfil de spots consistente entre todos los geles. Las reproducibili-
dades de todos los geles en cada uno de los estudios llegó a tener un valor de 
R2 ≥ 0,90 lo que implica una gran reproducibilidad de los geles. Una elevada 
reproducibilidad es imprescindible para obtener resultados consistentes y verda-
deros en la diferencias de expresión de las proteínas encontradas entre las 
muestras analizadas. 
En el estudio descrito en el Capítulo 2 se utilizó la electroforesis bidimen-
sional para estudiar las similitudes y diferencias entre los proteomas de dos ce-
pas de Vibrio tapetis. En este estudio no se realizó ningún análisis estadístico ya 
que el enfoque del estudio era de tipo descriptivo.  En este estudio se realizó un 
mapa proteómico de referencia de la principal cepa de Vibrio tapetis (CECT 
4600T), y este mapa se comparó con el proteoma de la cepa de V. tapetis más 
próxima filogenéticamente pero con claras diferencias a nivel fenotípico, antigé-
nico y genético. En los dos proteomas analizados se obtuvieron más de 400 pro-
teínas. Estos resultados se ajustan a los obtenidos en otros estudios de mapas 
de referencia como el de Vibrio cholerae El Tor (Coelho et al., 2004). 
El análisis visual y global de los proteomas de las dos cepas evidenció que 
aunque existen unas diferencias claras a nivel genético y a nivel fisiopatológico 
entre las dos cepas estudias (Rodríguez et al., 2006), éstas tienen un patrón 
expresión proteico bastante similar para las proteínas ácidas de elevado peso 
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molecular, mientras que la similitud del patrón de expresión de las proteínas de 
bajo peso molecular no está tan claro.   
A nivel más específico de proteínas individuales, el programa de análisis 
de geles bidimensionales (PDQuest software v8.0), detectó 56 proteínas cuya 
posición era similar  en los geles de las cepas. Estas 56 proteínas y 27 proteínas 
más (escogidas para tener una mayor conocimiento de los proteomas) fueron 
analizadas por MS o MS/MS. De las 56 proteínas cuya posición era similar en los 
geles de las dos cepas, 45 de ellas también coincidieron en identidad, mientras 
sólo tres de ellas diferían en la identidad pero no en posición.  Las 8 proteínas 
restantes no pudieron ser analizadas entre las cepas debido a la ausencia de 
identificación de las proteínas, en una o las dos cepas. De las 20 proteínas más 
abundantes identificadas en la cepa CECT 4600T (cepa principal del estudio), 18 
de ellas también fueron identificadas en la cepa GR0202RD. Este hecho sugiere 
que estas proteínas tienen un papel esencial para el buen funcionamiento y su-
pervivencia de cualquier cepa de V. tapetis.  
El hallazgo más relevante fue que la proteína más abundante encontrada 
en los proteomas de las dos cepas (spots 37 y spot 104) se identificó como una 
porina OmpH. Estás dos proteínas se encontraban en posiciones diferentes a 
nivel de punto isoeléctrico, siendo la posición del spot 104 (cepa 0202) algo más 
ácida. Este hecho, sumado a que el peso molecular de las dos proteínas es muy 
parecido, indica que las proteínas difieren en la secuencia aminoacídica en un 
porcentaje tal, que es capaz de causar una diferencia de la movilidad de estás 
proteínas en el punto isoeléctrico. Este descubrimiento, unido a la capacidad 
antigénica e inmunogénica de estas proteínas hace que sean una candidatas 
ideales para ahondar en el estudio de las diferencias fisiopatológicas encontra-
das entre estas dos cepas. Además se pudo comprobar que el patrón proteico 
de las dos cepas tiende a ser muy ácido, corroborando así la hipótesis y las in-
vestigaciones de Kiraga et al., quienes postulan que la distribución de los pro-
teomas de los organismos procariotas están fuertemente relacionados por la 
relación microorganismo-hospedador, el hábitat y la salinidad del ambiente, pero 
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no está relacionado con los requisitos de oxígeno ni de temperatura (Kiraga et 
al., 2007).  
En el estudio incluido en el Capítulo 3 se indagó sobre la existencia o no 
de un proceso de adaptación fisiológica del musgo (Pseudoscleropodium purum) 
a la contaminación atmosférica por metales pesados. Este estudio tiene especial 
relevancia debido al papel de biomonitor ambiental que tiene el musgo. Para ello 
se seleccionaron musgos en dos entornos industriales con una elevada contami-
nación atmosférica (Fernández et al., 2007) y se trasplantaron estas muestras de 
musgos a un entorno de baja/nula contaminación atmosférica. También se reali-
zaron también trasplantes de la zona limpia a las zonas contaminadas. Por otro 
lado, también se realizaron autotransplantes de cada zona, para evitar que las 
diferencias encontradas entre los grupos pudiesen ser debidas a la manipulación 
y transporte de las muestras.  
Debido a la gran complejidad del estudio y largo tiempo de duración, pri-
mero se compararon  los proteomas de los tiempos cero de las musgos de la 
zona limpia frente a los proteomas de los musgos de las dos zonas contamina-
das. En este experimento se encontraron 17 proteínas que presentan una dife-
rencia de expresión entre la zona limpia y las zonas contaminadas estadística-
mente significativa (t-test p<0.05).  
En el segundo experimento se evaluó si estas diferencias encontradas en-
tre los tiempos cero se mantenían a lo largo del tiempo a los 60 días y a los 480 
días. A los 480 días, se pudieron identificar 5 proteínas que seguían mantenien-
do la diferencia de expresión entre los trasplantes de la muestras de zona limpia  
a la zona contaminada y viceversa (muestras trasplantadas de la zona sucia a la 
zona limpia), lo cual muestra que el proteoma del musgo si se modifica cuando 
las condiciones ambientales cambian. De esta forma cuando el musgo pasa de 
la una zona contaminada a la zona limpia las proteínas que estaban sobre ex-
presadas tienden a expresarse menos (igualándose a la expresión de los auto-
transplantes de la zona limpia) y viceversa. Lo mismo ocurre cuando los musgos 
son trasladados de la zona limpia a las zonas sucias. De las 5 proteínas donde 
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se ha observado este fenómeno de adaptación, dos proteínas pudieron ser iden-
tificadas mediante MS (Ver Capítulo 3). 
Es importante destacar que como parte del proyecto para conocer la capa-
cidad de adaptación del musgo al ambiente, se realizó, en paralelo al proteómi-
co, un estudio cuya finalidad fue la de determinar en las mismas muestras de 
musgos (trasplantados y autotrasplantados), las concentraciones de varios meta-
les pesados presentes en el ambiente (Boquete et al., 2013).  En este estudio se 
observó que los cambios encontrados en la expresión global de la proteínas 
también ocurrían con las concentraciones de los metales pesados estudiados 
(Cd, Cu, Hg, Pb y Zn). De esta forma los trasplantes que se habían realizado de 
la zona limpia a la zona contaminada llegaron a acumular una concentración de 
metales pesados mayor que los autotransplantes de la zona contaminada en las 
mismas fechas, sugiriendo que los musgos de las zonas contaminadas han 
desarrollado algún tipo de mecanismo en la toma y expulsión de metales pesa-
dos (reduciendo la primera ó aumentado la segunda) que les permiten evitar la 
elevada toxicidad generada por estos contaminantes. 
Desafortunadamente, no hemos conseguido relacionar los cambios produ-
cidos en los mecanismos de detoxificación del musgo y los cambios producidos 
en el proteoma de los musgos. Aunque sí se han observado cambios en el pa-
trón global de expresión de las proteínas, estos cambios están relacionados con 
el metabolismo celular, los cuales no pueden ser explicados por los cambios en 
las concentraciones de metales pesados en el interior del musgo. Por lo tanto, 
las modificaciones reversibles en la expresión de las proteínas identificadas en 
este trabajo pueden deberse a otros tipos de estrés, ya que las plantas pueden 
desarrollar respuestas inespecíficas a más de un factor (Agrawal & Rakwal, 
2006). 
En el estudio descrito en el Capítulo 4 se utilizó la electroforesis bidimen-
sional como una vía de entrada para conocer las consecuencias que se produ-
cen durante el desarrollo cardiaco al inhibir parcialmente la expresión del factor 
de transcripción Pitx2, el cual que tiene un papel muy importante durante la mor-
fogénesis cardiaca. Para realizar este estudio se generaron ratones Pitx2 nulos 
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condicionales ventrículo-específicos (ratones Mlc2vCrePitx2-/-) y el proteoma de 
estos ventrículos fue comparado con el proteoma de ventrículos de ratones con-
trol.  En este estudio se obtuvieron 22 proteínas de interés, de las cuales 17 pu-
dieron ser identificadas de forma inambigua por MS. 
La identificación de estas proteínas, y el conocimiento de las vías celulares 
en las que están implicadas dichas proteínas sugerían que en los corazones de 
los ratones Mlc2vCrePitx2-/-  había ocurrido un fenómeno denominado remodela-
ción miocárdica, el cual ocurre como consecuencia de una disfunción cardiaca 
(Abozgui et al., 2009; Tsutsui et al., 2009). Esta hipótesis sobre lo que estaba 
sucediendo o había sucedido en los corazones de los ratones Mlc2vCrePitx2-/- 
fue posteriormente estudiada mediante otras aproximaciones independientes de 
la electroforesis bidimensional. 
Para seguir estudiando hasta que punto el proceso de remodelación car-
diaca se estaba produciendo en los corazones Mlc2vCrePitx2-/-, decidimos estu-
diar varias de las posibles vías alteradas desde diferentes perspectivas. Así, ba-
sándonos en la estrecha relación existente entre los procesos hipertróficos y los 
eventos isquémicos, y la remodelación de la red vascular asociada a ambos pro-
cesos (Tabibiazar & Rockson, 2001; Maron et al., 2009), estudiamos la densidad 
de la red capilar existente en los ventrículos de los corazones Mlc2vCrePitx2-/- 
respecto a los ventrículos de los corazones control. Los resultados indicaron que 
tanto el ventrículo izquierdo como el tabique interventricular tiene una mayor 
vascularización que las mismas zonas en los corazones control, y que este au-
mento de la red vascular se debe a procesos angiogénicos post-nacimiento y no 
antes de éste, ya que no existen diferencias significativas en el número de capi-
lares en el estadio fetal E18.5,  entre los corazones Mlc2vCrePitx2-/- y los cora-
zones control. 
La alteraciones en la expresión de varias proteínas relacionadas con las 
vías metabólicas y la obtención de energía cobran una gran relevancia en el con-
texto estudiado ya que bajo condiciones no isquémicas casi todo (> 95%) el ATP 
producido se genera a través de la fosforilación oxidativa en la mitocondria y con 
una pequeña aportación derivada de la glucolisis y del GTP producido en el ciclo 
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de Krebs. Además, en condiciones normales de aporte de oxígeno, entre el 60-
90 % de la acetil-CoA utilizado en el ciclo de Krebs deriva de la oxidación de los 
ácidos grasos mediante la β-oxidación, mientras que solo el 10-40 % proviene de 
la glucolisis y oxidación del la glucosa (Abozguia et al., 2009; Stanley et al., 
2005). Por ello, estudiamos a nivel de ARN mensajero la expresión de dos pro-
teínas clave en el metabolismo de los carbohidratos y de los ácidos grasos, el 
transportador de glucosa no dependiente de insulina (GLUT-1) y los receptores 
activados por proliferadores de peroxisomas (PPARα) que juegan un papel regu-
lador en la expresión de genes de la síntesis y de la oxidación de ácidos grasos 
(Barger et al., 2000). La elección de estudiar estas dos proteínas fue debido a 
que GLUT-1 tiene una expresión muy elevada en los estadios fetales, ya que 
durante el desarrollo fetal la glucosa es el principal sustrato energético del feto. 
Por ello, además de conocer la expresión de GLUT-1 en los corazones adultos, y 
de forma indirecta la demanda de glucosa por el corazón, también nos daría pis-
tas sobre si la reactivación de la maquinaria de genes fetales que se produce, 
como ya se ha mencionado anteriormente, durante la remodelación cardiaca 
está ocurriendo en los corazones Mlc2vCrePitx2-/-. PPARα juega un papel fun-
damental en el mantenimiento de la homeostasis lipídica mediante la regulación 
de la expresión de los genes implicados en la β-oxidación , y porque además se 
ha observado que su expresión disminuye en procesos hipertróficos (Barger et 
al., 2000). La expresión GLUT-1 a nivel de ARN mensajero resultó estar aumen-
tada en los corazones Mlc2vCrePitx2-/- respecto a los corazones control, mien-
tras que la expresión de PPARα a nivel mensajero resultó estar disminuida de 
una forma drástica en estos mismos corazones. Estos resultados sugieren que 
en los corazones Mlc2vCrePitx2-/- se ha producido un cambio en la preferencia 
de utilización del sustrato para la obtención de energía, pasando de utilizar la 
oxidación de los ácidos grasos a utilizar la oxidación de la glucosa como vía 








La aportación principal de este trabajo ha sido el diseño e implementación 
de una metodología común para el estudio del proteoma de cualquier organismo 
mediante la electroforesis bidimensional de una forma precisa, reproducible y 
eficaz, desde la recepción de las muestras hasta su análisis posterior mediante 
un software específico para dicho fin.  
Este objetivo se ha llevado a cabo satisfactoriamente mediante la puesta la 
aplicación de la electroforesis bidimensional para el estudio del proteoma en di-
versos grupos taxonómicos: Bacteria (Vibrio tapetis), Briofitos (Pseudoscleropo-
dium purum) y Mamíferos (Mus musculus) utilizando un buffer de extracción de 
proteínas común para todos los estudios, demostrando así la versatilidad de esta 
técnica para el estudio masivo de proteínas de cualquier organismo. 
Las conclusiones que se derivan de este trabajo de investigación se pre-
sentan a continuación y están relacionadas con los objetivos secundarios pre-
sentados al comienzo de la tesis: 
1. Durante el desarrollo de este trabajo de investigación se ha conse-
guido elaborar el primer mapa proteómico de referencia de la cepa 
más relevante de Vibrio tapetis (CECT 4600T), microorganismo de 
gran relevancia en el cultivo de almejas debido a que es el causan-
te de la enfermedad del Anillo Marrón.  Además también se ha con-
seguido definir el mapa proteómico de la cepa de V. tapetis más 
próxima filogenéticamente a la cepa CECT 4600T, pudiéndose 
comparar las dos cepas a nivel proteómico de un forma rápida, 
precisa y fiable, obteniéndose resultados sobre similitudes y dife-
rencias en la expresión global de proteínas entre estas cepas, que 
de otra forma serían mucho más costosos y difíciles de conseguir. 
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2. En el estudio referente a la adaptación fisiológica del musgo a la 
contaminación atmosférica, gracias a la utilización de la electrofo-
resis bidimensional como herramienta de análisis, se ha conse-
guido observar que la contaminación atmosférica es capaz de 
modular el patrón de expresión global de las proteínas en el mus-
go, demostrando la existencia de procesos fisiológicos adaptativos 
de éste a la contaminación ambiental. Desafortunadamente en es-
te estudio no se han llegado a identificar las proteínas implicadas 
directamente en este proceso de adaptación y por ello serían ne-
cesarios nuevos estudios para conocer en más detalles cuales 
son los actores (proteínas) principales implicadas este proceso. 
3. En el estudio en el que se utilizó la electroforesis bidimensional 
como vía de entrada para conocer las consecuencias de la inhibi-
ción parcial del factor de transcripción Pitx2 durante el desarrollo 
cardiaco, se consiguió, sin tener ninguna información previa al es-
tudio, detectar que estos corazones había sufrido el proceso de-
nominado remodelación cardiaca donde el metabolismo del cora-
zón estaba alterado. A partir de este descubrimiento, se observó 
que  el ventrículo izquierdo y el tabique interventricular de estos 
corazones tenían una mayor vascularización que los corazones 
control, y que este aumento de la vascularización se producía 
después del nacimiento. Todos estos resultados evidencian que la 
inhibición parcial del factor de transcripción conlleva cambios en el 
corazón que se traducen en una remodelación del metabolismo 
cardiaco pasando de utilizar la oxidación de ácidos grasos a utili-
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